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Absztrakt

A ciklodextrinek széles kodrben alkalmazott segédanyagok a lipofil gydgyszerek vizoldhatésaganak és bi-
oldgiai hasznosithatésaganak névelésére. Kutatocsoportunk kordbban kimutatta, hogy a ciklodextrinek
endocitozissal képesek bejutni a Caco-2 intesztinalis epitél sejtekbe, azonban a kiilonbdz6 sejtek esetén
torténd cellularis internalizaciot és az intracellularis hatasait eddig még nem vizsgaltak. Mindemellett
a 2-hidroxi-propil-béta-ciklodextrin (HPBCD) koleszterin komplexal6 tulajdonsadganak kdszénhetden a
C tipusu Niemann Pick szindroma kezelésére alkalmazott molekula. Munkank célja a HPBCD cellularis
internalizaciojanak és a sejtekben talalhato lizoszomakra gyakorolt hatasanak vizsgalata és 6sszehason-
litdsa Caco-2 intesztindlis epitél, HeLa méhnyak epitél és hCMEC/D3 agyi endotél sejteken.

Kulcsszavak: ciklodextrin, lizoszoma, endocitozis, C tipusd Niemann Pick szindroma

INVESTIGATION OF THE CELLULAR INTERNALIZATION OF HYDROXYPROPYL-BETA-CYCLODEX-
TRIN AND ITS EFFECTS ON LYSOSOMES

Abstract

Cyclodextrins are widely used excipients to increase water solubility and bioavailability of lipophilic
drugs. Our research group previously showed that cyclodextrins are able to enter Caco-2 intestinal
epithelial cells by endocytosis, however, the cellular internalization and intracellular effects in the case
of different cells have not been investigated yet. In addition, 2-hydroxypropyl-beta-cyclodextrin (HPB-
CD) is a potential molecule for the treatment of Niemann Pick syndrome type C due to its cholesterol
complexing properties. The aim of our work is to investigate and compare the cellular internalization of
HPBCD and its effect on lysosomes on Caco-2 intestinal epithelial, HeLa cervical epithelial and hCMEC/
D3 brain endothelial cells.

Keywords: cyclodextrin, lysosome, endocytosis, Niemann Pick syndrome type C

BEVEZETES

A ciklodextrinek széles korben alkalmazott segéd-
anyagok, melyeket foként a gydgyszeriparban
alkalmaznak a lipofil hatéanyagok vizoldhatosaga-
nak novelésére, stabilizaloszerként, a kellemetlen
izek elfedésére, valamint a bioldgiai hasznositha-
tésag novelésére.”? A ciklodextrineket kémiai
szerkezetlik alapjan harom csoportra oszthatjuk.

Az o-ciklodextrinek hat, a B-ciklodetrinek hét,
még a y-ciklodextrinek nyolc glikopiranéz egy-
segbdl épllnek fel, a-1,4-glikozidos kotésekkel
Osszekapcsolva. A molekulak belsé trege apolaris,
még kulsé felszine polaris, mely egyedi tulajdon-
saguk lehetdvé teszi, hogy molekularis kapszula-
ként viselkedjenek, azaz mas molekulakat
magukba zarjanak.’ Ezen molekulak jol ismert bio-
l6giai hatasokkal is rendelkeznek.

* A levelez6 szerzé elérhetésége: Debreceni Egyetem, Gydgyszerésztudomdnyi Kar, Gydgyszertechnoldgiai Tan-
szék, 4032 Debrecen, Nagyerdei krt. 98; rusznyak.agnes@euipar.unideb.hu
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Komplexképzé tulajdonsagaiknak koszonhetden
képesek a sejtmembranban is megtaldlhatd ter-
meészetes hidrofob molekulakat komplexalni, mely
nagymértékben meghatarozza alkalmazhatdsa-
gukat és biztonsagossagukat. Az a-ciklodextrinek
a foszfolipideket,> mig a p-ciklodextrinek a
koleszterint képesek kivonni a sejtmembranbol.c A
2-hidroxi-propil-béta-ciklodextrin (HPBCD) endo-
citdzis Utjan bejuthat a sejtekbe és a Niemann Pick
mutans sejtek késdi endoszémaibdl, lizoszémaibdl
képes a megkotott koleszterint mobilizalni.” Ez a
felfedezés  vezetett a  hidroxi-propil-béta-
ciklodextrin klinikai alkalmazashoz a C tipusu
Niemann-Pick szindroma (NPC) kezelésében.? A
betegség soran a koleszterin tarolasa és
intracellularis szallitdsa gatolt az NPC1 és NPC2
gének mutacidja/hianya miatt, amely a koleszterin
felhalmozddasat okozza a késéi endoszémakban
és lizoszdmakban, ezaltal neurodegenerativ elval-
tozasokat okozva.” Az NPC egyik legigéretesebb
kezelése a ciklodextrinek alkalmazasa.’”? A
ciklodextrin tulajdonképpen helyettesiti az NPC
fehérjék funkciojat, hiszen molekularisan kapszu-
lazva felszabaditja a koleszterint a kéros aggrega-
tumokbol. Az igy képzddott HPBCD-koleszterin
komplexek ezt kovetden eljuthatnak a tovabbi
sejtszervecskékhez vagy lizoszomalis exocitédzis
Utjan tavozhatnak a sejtekbdl.’’ A szisztémasan
alkalmazott HPBCD Npc1”/- és Npc2”/- egerekben
is csokkentette a koleszterin felhalmozddast és
jelentésen novelte az allatok élettartamat.’”” A
HPBCD-t elséként intravénasan, nagy dozisban
(1500-2500 mg/ttkg) alkalmaztak, azonban a
molekula vér-agy gaton (BBB) valé nehéz atjutasa
miatt a neuroldgiai tinetek csak kis mértékben
javultak. Ma mar kisebb dozisban (175-325 mg/
ttkg) intratekalisan alkalmazzak a ciklodextrint,
amely a tlinetek enyhilését, a betegség progresz-
szibjanak javulasat vagy stabilizaciojat eredmeé-
nyezi. EQy nem randomizalt, nyilt, klinikai fazis 1-2
vizsgalat eredménye azt mutatta, hogy az
intratekalisan alkalmazott HPBCD lassitotta a
betegség progresszidjat.? Mindezek ellenére, a
szisztémas beadas kényelmesebb a betegek sza-
mara.

Ahhoz, hogy a fent emlitett neuroprotektiv hata-
saikat kifejtsék, a ciklodextrineknek at kell jutniuk
a sejtmembranon. Kutatécsoportunk mar korab-
ban kimutatta, hogy a HPBCD endocitozissal fel-
vételre keril a Caco-2 sejtekbe.”” Az endocitozis a

sejtek egyik legfontosabb képessége, hiszen a sejt
igy kommunikal a kornyezetével.” A mechaniz-
musnak két f6 tipusat kialonboztetjik meg. Az
egyik a fagocitdzis- mely soran elsésorban a fago-
citak képesek felvenni szilard részecskéket- a
masik pedig a pinocitozis-mely soran a sejtek
folyadékot képesek felvenni. A pinocitozis a
vezikulumok mérete, kialakulasuk mechanizmusa,
valamint a folyamatban résztvevé fehérjék alap-
jan  tovabbi alcsoportokra oszthato.” Az
endocitotikus  folyamatok soran elsddleges
vezikulumok képzoédnek, melyek tartalmukat a
korai endoszomakhoz szallitjgk. Az endoszomalis
érés soran a korai endoszomak  késdi
endoszomakka alakulnak at, amelyek véguil fuzio-
nalhatnak a lizoszémakkal. A lizoszomaban lévé
enzimeknek kdszonhetéen az endoszoma tar-
talma lebomlik.’®

Munkank célja a fluoreszcein (FITC) vagy rodamin
(Rho) jeldlt HPBCD cellularis internalizacidjanak és
a lizoszomakban valé lokalizaciojanak vizsgalata
Caco-2 intesztinalis epitél, HeLa méhnyak epitél és
hCMEC/D3 agyi endotel sejteken. A Caco-2 sejtvo-
nalat széles kérben hasznaljak a kiilonb6zd gyogy-
szerek vékonybélben torténd felszivodasanak in
vitro modellezésére.”” A Hela sejtvonal az egyik
legrégebbi és legszélesebb korben alkalmazott
daganatos sejtvonal a bioldgiai kutatasokban. A
meéhnyak epitél sejtek alkalmasak kiilénb6zé bio-
l6giai folyamatok modellezésére.’”® A hCMEC/D3
sejtvonal, az emberi vér-agy gat egyik modellje,
mely kdnnyen fenntarthato. A sejtvonal alkalmas a
kdzponti idegrendszerben torténd gyogyszer-
transzport, valamint a patolégias mechanizmusok
vizsgalatara.””

ANYAGOK ES MODSZEREK
Anyagok

A 2-hidroxi-propil-béta-ciklodextrin ~ (HPBCD)
(DS~4,5), a fluoreszceinnel (FITC) és rodaminnal
(Rho) jeldlt szarmazéka a CycloLab Ltd. (Budapest,
Magyarorszag) termékei. A fluorofor (5/6 izomer
keverék) a ciklodextrin  primer  hidroxil-
csoportjahoz kapcsolodik egy kémiailag stabil
tioureido-csoporton keresztil. A kisérleteink soran
hasznalt a LysoTracker® fluoreszcens festék a
ThermoFisher Scientific (Magyarorszag), minden
mas anyag a Sigma-Aldrich (Budapest, Magyaror-
szag) terméke.
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Sejttenyésztés

Az altalunk hasznalt Caco-2 intesztinalis epitél és
HelLa méhnyak epitél sejtvonal a Sejtkultdrak Euro-
pai  Gyljteményébdl szarmaztak (European
Collection of Cell Cultures, ECACC UK), mig a
hCMEC/D3 agyi endotél sejtvonal a Merck KGaA
(Darmstadt, Németorszag) termékei. A sejteket
37 °C-on, 5%-0s CO2 atmoszféraju inkubatorban
tartottuk fenn rendszeres passzalas segitségével.
Az alkalmazott médium Caco-2 és Hela sejtek
eseten a DMEM (Dulbecco's modified Eagel’s
Medium), amelyet kiegészitettiink 10% inaktivalt
borju szérummal (Fetal Bovine Serum, FBS), 1%
nem esszencialis aminosavval és 1% penicillin-
streptomycin oldattal. A hCMEC/D3 sejtek esetén
az EndoGRO-MV Complete Media Kit-et hasznal-
tunk, melyet kiegészitettiink a kit komponensei-
vel, 2-es tipusu novekedési faktorral (FGF-2) és 1%
penicillin-streptomycin oldattal. hCMEC/D3 sejtek
esetén a sejttenyésztd flaskakat PBS pufferrel 1:20
aranyban higitott I-es tipusu kollagénnel vontuk
be. A Caco-2 sejtek passzazs szama 37-52, a Hela
sejtek passzazs szama 18-30, a hCMEC/D3 sejtek
passzazs szama 6-25 kozotti volt.

HPBCD cellularis internalizaciojanak vizsgalata
Fluoreszcens mikroszkopia

A kisérlet soran Caco-2 és Hela sejtek esetén
50.000 db sejtet szélesztettlink egy 12 lyukd
muUanyag lemezben elhelyezett kor alaku Uveg
fed6lemezekre, mig hCMEC/D3 sejtek esetén
100.000 db sejtet szélesztettlink egy 24 lyuku
mUanyag lemezben elhelyezett, kollagénnel
bevont kor alaku Gveg fedélemezekre, majd 2 nap
elteltével, amikor a sejtek elérték a megfeleld
konfluenciat kezeltlk a sejteket. A sejteket egyszer
lemostuk HBSS-sel, majd Caco-2 és Hela sejtek
esetén 30 percig, hCMEC/D3 sejtek esetén pedig 2
oraig 37 °C-on, sotétben inkubaltuk az 50 uM-os
FITC-HPBCD oldatban, illetve kontroll minta esetén
HBSS-ben, ciklodextrinek nélkul. Ezt kovetden a
sejteket fixaltuk (3,7%-os formaldehid oldat, 15
perc, szobahdmérséklet), a sejtmagokat megfes-
tettik (DAPI festékkel (283 nM), 10 perc, szobahd-
mérséklet), majd a fedbélemezeket targylemezre
ragasztottuk és a mintakat masnap fluoreszcens
mikroszkoppal (Zeiss Axioscope Al, Jena, Német-
orszag) vizsgaltuk. A mintak vizsgalatahoz a kovet-
kezd sz(iroket alkalmaztuk: DAPI: excitacios G 365

nm, emisszios BP 445/50 nm; fluoreszcein:
excitacios BP 470/40 nm, emissziés BP 525/50 nm;
rhodamin: excitaciés BP 546/12 nm, emisszios BP
575-640 nm.

Aramlasi citometria

Aramlasi citometriai méréseinket a fluoreszcens
mikroszkopiaval végzett kisérleteink megerdsite-
sére végeztik el. A kisérletek soran a sejttenyésztd
flaskaban 1évé sejteket feltripszineztik (0,05%-0s
tripszin-EDTA oldat), majd a sejteket kétszer mos-
tuk HBSS-sel és 1x108 sejt/ml koncentracidban
szuszpendaltuk Ujra. Ezt kovetéen a sejteket 30
percig 37 °C-on vagy jégen inkubaltuk 50 uM-os
FITC-HPBCD oldatban. Az inkubéciés id6 elteltével
a sejteket haromszor mostuk HBSS-sel, majd az
elhalt sejteket megfestettiik propidium-jodiddal
(P). A cellularis fluoreszcencia intenzitast Caco-2
sejtek estében Becton Dickinson Beckman Coulter
FC-500 (Pasadena, CA, USA), még HelLa és hCMEC/
D3 sejtek esetében Guava EasyCyte 6HT-2L (Merck
Ltd., Darmstadt, Németorszag) aramlasi
citométerrel mértik. Kisérleteink soran a kovet-
kezd szlroket alkalmaztuk: fluoreszcein: excitacios
488 nm, emisszios 525/30 nm; propidium-jodid:
695/50 nm.

Lizoszémak vizsgalata
Fluoreszcens mikroszkopia

A kisérlet soran Caco-2 sejtek esetén 40.000 db,
Hela sejtek esetén 50.000 db sejtet szélesztet-
tink egy 12 lyukd mlanyag lemezben elhelyezett
kor alaku Gveg feddlemezekre, hCMEC/D3 sejtek
esetén 50.000 db sejtet szélesztettiink egy 24
lyukd manyag lemezben elhelyezett, kollagén-
nel bevont kor alaku tveg feddlemezekre. Ami-
kor a sejtek elertek a megfelel6 konfluenciat (2-3
nap) egyszer mostuk HBSS-sel, majd 50 uM-os
fluoreszceinnel vagy rodaminnal jelolt HPBCD
oldatban inkubaltuk a sejteket 30 percig, 37
°C-on, sotétben. Kontroll minta esetén a sejteket
HBSS-ben inkubaltuk, ciklodextrinek nélkil. Az
inkubacié utan a sejteket haromszor mostuk
HBSS-sel, majd 50 nM LysoTracker® festékben
inkubaltuk 30 percig, 37 °C-on, sotétben. Ezt
kdvetden a sejteket fixaltuk (3,7%-os formaldehid
oldat, 15 perc, szobahdmérséklet), a sejtmagokat
megfestettik (DAPI festék 8283 nM), 10 perc,
szobahomersékelt), majd a fedélemezeket targy-
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lemezre ragasztottuk és a mintakat masnap fluo-
reszcens mikroszkoppal (Zeiss Axioscope A1,
Jena, Németorszag) vizsgaltuk. A mintak vizsga-
latdahoz a kovetkezd sz(iréket alkalmaztuk: DAPI:
excitacios G 365 nm, emisszidés BP 445/50 nm;
fluoreszcein: excitacios BP 470/40 nm, emisszios
BP 525/50 nm; rhodamin: excitaciés BP 546/12
nm, emisszids BP 575-640 nm.

Aramlasi citometria

Aramlasi citometriai méréseinket a fluoreszcens
mikroszkopiaval végzett kisérleteink megerdésité-
sére végeztik el. A kisérletek soran a sejttenyésztd
flaskaban 1évo sejteket feltripszineztik (0,05%-os
tripszin-EDTA oldat), majd a sejteket kétszer mos-
tuk HBSS-sel és 1x10° sejt/ml koncentracidéban
szuszpendaltuk. Ezt kovetéen a sejteket pre-
inkubaltuk 50 pM-os HBPCD vagy FITC-HPBCD
oldatokban 30 percig, 37 °C-on. Kontroll minta
esetén a sejteket HBSS-ben inkubaltuk, ciklodextrin
nélkil. Az inkubacios idé elteltével tovabbi 30 per-
cig inkubaltuk a sejteket 50 nM-os LysoTracker®
festékkel 37 °C-on. Ezt kdvetden a sejteket kétszer
hideg HBSS-sel mostuk, fixaltuk (1%-os
paraformaldehid oldat) és a cellularis fluoreszcen-
cia intenzitast Guava Easy Cyte 6HT-2L aramlasi
citométerrel mértik (Merck Ltd., Darmstadt,
Németorszag). A mérések soran a kdvetkezd szi-
roket alkalmaztuk: fluoreszcein: excitacios 488 nm,
emisszios 525/30 nm; LysoTracker® 695/50 nm.

Statisztikai analizis

A statisztikai analizis elvégzésére SigmaStat 3.5 és
GraphPad Prism 5 szoftvert hasznaltunk. Az ada-
tokat atlag + SD-ként adtuk meg. A csoportok
dsszehasonlitasat ANOVA hasznalataval végeztik
el. A kilonbségeket szignifikansnak tekintettlik
p<0,05 esetében.

EREDMENYEK
Celluléaris internalizacio

A fluoreszceinnel jel6lt HPBCD internalizaciojat es
intracellularis lokalizaciojat a sejtvonalakon fluo-
reszcens mikroszképpal vizsgaltuk (7. dbra). A szar-
mazék felvételre kerll a sejtekbe. Cellularis
internalizaciot kovetden kisebb vezikulumokban a
sejtmembran mentén, még nagyobb
vezikulumokban a sejtmag korul lokalizalodik.

Eredményeinket megerositettik aramlasi
citometriaval, mely soran a sejteket 50 yM-os
FITC-HPBCD oldattal kezeltlik 37 “C-on vagy jégen.
A jégen inkubalt mintak esetén mért fluoreszcen-
cia intenzitast a 37 °C-on inkubalt mintak esetén
mért fluoreszcencia intenzitashoz hasonlitottuk.
Mindharom sejtvonal esetén megfigyelhetd, hogy
a sejtek szignifikansan kisebb mennyiségl
ciklodextrint vettek fel hités esetén, mint 37 °C-on,
ami a molekula aktiv sejtfelvételi folyamatat jelzi
(2. abra).

Lizoszomak a sejtekben

Az Rho-HPBCD és a FITC-HPBCD Caco-2
intesztinalis epitél, HelLa méhnyak epitél és
hCMEC/D3  endotél  sejtekben  taldlhaté
lizoszodmakra gyakorolt hatasat el6szor kvalitati-
van fluoreszcens mikroszkdpiaval vizsgaltuk. A
ciklodextrin kezelést kovetdéen a lizoszémak a
kontroll mintahoz képest kimutathatdak voltak a
sejtekben (3. dbra). A zold és a piros jel sarga szinG
kolokalizacioja $zamos intracellularis
vezikulumban megfigyelheté Caco-2 és Hela sej-
tekben. Ez azt jelenti, hogy a molekulak cellularis
internalizacidjat kdvetden szignifikdans mennyisé-
guk detektalhato a lizoszomakban. A Caco-2
intesztinalis epitél sejtek esetén magasabb
ciklodextrin tartalmi, nagyobb vezikulumok
figyelhetéek meg, mint Hela sejtek eseten.
hCMEC/D3 sejtek esetén detektaltuk a legkeve-
sebb mennyiségl és legkisebb ciklodextrin tar-
talmu vezikulakat.

Eredményeinket aramlasi citometriaval igazoltuk.
Kisérleteink soran jeldletlen HPBCD kezelést
kdvetden a LysoTracker lizoszomalis festés inten-
zitdsa (piros fluoreszcencia) hasonld a csak
LysoTrackerrel kezelt mintahoz, mindharom sejt-
vonal esetén. A FITC-HPBCD kezelést kdvetden
csak a zold fluoreszcencia intenzitasa emelkedett
meg, piros fluoreszcencia intenzitast nem érzé-
keltlink. A fluoreszceinnel jelolt ciklodextrin szar-
mazékokkal és a LysoTracker festékkel kezelt min-
tak esetéeben a lizoszomalis festés piros fluoresz-
cencia intenzitdsa nem haladta meg szignifikan-
san a csak LysoTrackerrel festett mintakat (4. dbra).
Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy habar a
ciklodextrin szarmazékok bejutnak a
lizoszémakba, nem indukaljak azok szadmanak
novekedését, aktivitasat.
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1. abra. Ciklodextrinek endocitézis vizsgalata fluoreszcens mikroszképpal. Fluoreszcens mikroszképos felvételek
FITC-HPBCD kezelt és kezeletlen Caco-2 (a), Hela (b) és hCMEC/D3 (c) sejtekrél. A szarmazék bejut a sejtekbe, ki-
sebb vezikulumokban a sejtmembran mentén, mig nagyobb vezikulumokban a sejtmag koril lokalizalodik. (Zold:
FITC-HPBCD, kék: sejtmag).
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2. abra. Ciklodextrinek endocitézisanak vizsgalata aramlasi citometriaval. A h(ités hatasa FITC-HPBCD endocitézisara
Caco-2 (a), Hela (b) és hCMEC/D3 (c) sejtek esetén, a 37 °C-on keze!t mintahoz képest. A jégen torténd hités szig-
nifikansan gatolta az endocitézist mindharom sejtvonal esetében. Atlag +SD abrazolunk, n= 3, **** p < 0.0001 az
ANOVA alapu kontrollhoz képest.
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MEGBESZELES

Ebben a tanulmanyban a 2-hidroxi-propil-béta-
ciklodextrin (HPBCD) cellularis internalizaciojat és
a sejtekben talalhato lizoszomakra gyakorolt hata-
sat vizsgaltuk és hasonlitottuk 06ssze Caco-2
intesztinalis epitél, Hela méhnyak epitél és
hCMEC/D3 agyi endotél sejtekben.

Kutatdcsoportunk kordbban mar kimutatta, hogy
a FITC-HPBCD endocitézissal felvételre keril a sej-
tekbe’?, azonban a kiilénbozé sejtvonalakon tor-
ténd internalizaciot, valamint a ciklodextrinek
intracellularis hatasait eddig még nem vizsgaltak.
Fluoreszcens mikroszképpal vizsgalva megerdsi-
tettik korabbi eredményeinket, miszerint a FITC-
HPBCD felvételre keril a sejtekbe. Endocitédzist
kdvetéen a molekula kisebb vezikulumokban a

a)

ciklodextrin LysoTracker

Kontroll

Rho-HPBCD

b) ciklodextrin

LysoTracker

Kontroll

FITC-HPBCD

Kontroll

FITC-HPBCD

sejtmag

sejtmembran mentén, nagyobb vezikulumokban
pedig a sejtmag koril lokalizalodik. A ciklodextrin
cellularis internalizacidjat aramlasi citometriaval
erdsitettiik meg, mely hdmérsékletfliggdnek bizo-
nyult, hiszen a hités szignifikdnsan csokkentette a
szarmazék felvételét mindharom sejtvonal ese-
tén.”9?? Ez azt jelzi, hogy a molekula valamilyen
aktiv folyamattal kerul felvételre a sejtekbe.

Erre abbol kovetkeztetlink, hogy hités hatasara
merevvé valik a sejtmembran, csokken a fluiditasa,
valamint az ATP-figgé aktiv folyamatok sem
mukodnek. A vizoldékony, nagy molekulatomegu
molekuldk, mint a ciklodextrinek nem képesek
passziv diffazioval atjutni a sejtmembranon, igy a
hltés soran kialakult ,gélszer(” lipidmembranon
sem. Mosassal ebben az esetben kdnnyen eltavo-
lithato volt a jeldlt ciklodextrin a mintakbol.

ciklodextrin+
LysoTracker+sejtmag

sejtmag

ciklodextrin+
LysoTracker+sejtmag

ciklodextrin+
LysoTracker+sejtmag

3. abra. Lizoszomak vizsgalata fluoreszcens mikroszképpal ciklodextrin kezelést kovetden. Fluoreszcens mikro-
szkopos felvételek Caco-2 (a), Hela (b) és hCMEC/D3 (c) sejtekrdl a lizoszomak jeldlése utan. A ciklodextrin szar-
mazékok képesek bejutni a lizoszémakba. A kolokalizacio sarga jelként jelenik meg a felvételeken.
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A HPBCD az egyik leggyakrabban alkalmazott
ciklodextrin szarmazék. A molekuladt féként a
gyogyszeriparban  alkalmazzak  oldékonysag-
novelésre, valamint a bioldgiai hasznosithatdsag
novelésére. Az elmult években szamos fejlesztés
zajlott a C tipusu Niemann Pick szindroma (NPC)
kezelésére, azonban a figyelem féként a HPBCD-re
iranyult. A molekula komplexképzé tulajdonsaga-
nak koszonhetéen képes megkdtni a kesoi
endoszomakban/lizoszémakban felhalmozddott
koleszterint és mobilizalni azt.”” Rosenbaum és
munkatarsai  kimutattak, hogy a HPBCD
endocitozissal felvételre keril a sejtekbe és képes
kivonni a koleszterint a NPC mutans sejtekbdl.”
Ennek pontos mechanizmusat eddig még nem
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4. abra. Lizoszomak vizsgalata aramlasi citometriaval
jeloletlen HPBCD és FITC-HPBCD kezelés utan. A Caco-
2 (a), Hela (b) és hCMEC/D3 (c) sejtekben taldlhato
lizoszémak vizsgalata dramlasi citometriaval. Atlag +SD
abrazolunk. (n=4)

tartak fel, de a koézelmultban kimutattak, hogy a
HPBCD és a 2-hidroxi-propil-gamma-ciklodextrin
(HPGCD) a lizoszomahoz kapcsolédd membranfe-
hérje 1-en (LAMP-1) keresztil segiti el6 a koleszte-
rinexportot.”* Kisérleteink soran a rovid, 30 perces
ciklodextrin hatasat vizsgaltuk a sejtekben talal-
hato lizoszomakra. A jel6lt szarmazék intracellularis
lokalizacidjat vizsgalva azt talaltuk, hogy a
ciklodextrin  szarmazék  kolokalizalodott a
lizoszémakkal. A harom sejtvonal esetén azonban
kilonbségeket talaltunk. A legmagasabb ciklodex-
trin tartalmu és legnagyobb méret vezikulakat
Caco-2 intesztinalis epitél sejtek esetén detektal-
tuk, még a hCMEC/D3 agyi endotél sejtek esetén
csak a lizoszomak kis része tartalmazott
ciklodextrint.2-22 Aramlasi citometriai, kvantitativ
vizsgalataink alapjan elmondhato, hogy a HPBCD
nem novelte a lizoszomak fluoreszcenciajat, ami
valoszinlleg arra utal, hogy a ciklodextrin kezelés
nem okozza a lizoszémak szamanak vagy a
lizoszémalis aktivitas novekedését egyik sejtvonal
esetében sem.???? Singhal és munkatarsai azt
talaltak, hogy a HPBCD kezelés szignifikansan
novelte a LAMP-1 fehérje expresszidjat NPC1
mutans sejtekben.?® Ez arra utalhat, hogy a kolesz-
terin transzport molekularis mechanizmusai befo-
lyasolhatoak, valamint, hogy a HPBCD hatasme-
chanizmusa 6sszetettebb.

A ciklodextrinek cellularis kompartmentalizacioja
hasonlénak tlinik mindharom sejtvonal esetén, ami
arra utal, hogy elsésorban a sejtvonalak fiziologiai
kilonbségei hatarozzak meg a ciklodextrinek
endocitozisat és intracellularis sorsat. A ciklo-
dextrinek lizoszomakra gyakorolt hatasa, valamint
a kompartmentben valé bejutasaban az egyes
sejtvonalak kozott kilonbségeket talaltunk, melyek
Uj utat nyithatnak meg a koleszterin tarolasi rend-
ellenességgel jaro betegségek kezelésében.

Megjegyzés

A publikacio az MDPI Pharmaceutics folydiratban
2021. janudr 25-én megjelent 'Investigation of the
Cellular Effects of Beta-Cyclodextrin Derivatives on
Caco-2 Intestinal Epithelial Cells", az MDPI Molecules
folydiratban 2022. februdr 28-an megjelent "Cellular
Effects of Cyclodextrins. studies on Hela Cells” és az
MDPI Molecules folydirataban 2022. november 10-én
megjelent "Effects of Hydroxypropy!-Beta-Cyclodextrin
on Cultured Brain Endothelial Cells" cimd publikaciok
magyar nyelvi masodkdzlése.
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